消化管間質腫瘍においてエピジェネティックに不活性化されたマイクロRNA遺伝子の探索 by 伊早坂 舞
 
SAPPORO MEDICAL UNIVERSITY INFORMATION AND KNOWLEDGE REPOSITORY 
 
Title 
論文題目 
A screen for epigenetically silenced microRNA genes in 
gastrointestinal stromal tumors. 
（消化管間質腫瘍においてエピジェネティックに不活性化
されたマイクロ RNA 遺伝子の探索） 
Author(s) 
著  者 伊早坂, 舞 
Degree number 
学位記番号 甲第 2824 号 
Degree name 
学位の種別 博士（医学） 
Issue Date 
学位取得年月日 2015-03-31 
Original Article 
原著論文  
Doc URL  
DOI  
Resource Version  
  
報 告 番 号 甲第 2824 号 氏  名 
 
        伊早坂 舞 
論文題名 
A screen for epigenetically silenced microRNA genes in gastrointestinal stromal tumors 
「消化管間質腫瘍においてエピジェネティックに不活性化されたマイクロ RNA 遺伝子の探索」 
 
研究目的 
  消化管間質腫瘍（gastrointestinal stromal tumor，以下 GIST）は消化管発生の間葉系腫瘍で最も多く
を占める腫瘍である。発生部位は胃が最も多く、次いで小腸に多い。GIST は消化管運動の調節を担う
Cajal 細胞由来と考えられており、80-90%に KIT の活性型変異を伴う。また約 5%の症例は PDGFRA
の変異を伴う。マイクロ RNA は 20 塩基程の小さな非コード RNA であり、標的のメッセンジャーRNA
の転写抑制や分解を誘導することで標的遺伝子の働きを抑制し、発生、分化、増殖、アポトーシスな
どにおいて重要な役割を果たしている。癌ではマイクロ RNA 発現プロファイルが大きく変化している
ことが知られ、癌遺伝子的あるいは癌抑制遺伝子的に機能するマイクロ RNA が多数存在することが知
られている。癌においてマイクロ RNA の発現変化が生じる原因は不明な点も多いが、DNA メチル化
やヒストン修飾などのエピジェネティック機構が関与することが報告されている。しかしながら、GIST
におけるマイクロ RNA の発現異常に関与するエピジェネティクス異常については明らかにされてい
ない。本研究では GIST においてエピジェネティックにサイレンシングされているマイクロ RNA 遺伝
子を同定することで、GIST 発生に関与するマイクロ RNA を同定することを目的とした。 
 
研究方法 
１．細胞株および組織標本 
エピジェネティックに不活性化された遺伝子の発現を回復させるため、GIST-T1 細胞株を DNA メチ
ル化酵素(DNMT)阻害剤 5-aza-2’-deoxycytidine(5-aza-dC)およびヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)阻害
剤 4-phenylbutyric acid(PBA)で処理し、RNA を抽出した。39 例の GIST 新鮮凍結標本と 98 例の FFPE
標本から DNA、RNA の抽出を行った。Fletcher らのリスク分類に従い、腫瘍径、核分裂数を元に、
検体を超低リスク群、低リスク群、中間リスク群、高リスク群に分類した。 
 
２．マイクロ RNA 発現解析 
マイクロ RNA の発現を TaqMan microRNA array v3.0 (Applied Biosystems)を用いて網羅的に解析し
た。miR-34a および miR-335 の発現を TaqMan microRNA assays (Applied Biosystems)を用いて定量
RT-PCR 解析した。 
 
３．DNA メチル化解析 
ゲノム DNA を EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen)を用いてバイサルファイト処理し、パイロシークエンス 
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法にてマイクロ RNA 遺伝子プロモーターの CpG アイランドメチル化を定量解析した。 
 
４．マイクロ RNA および標的遺伝子の機能解析 
人工マイクロ RNA 分子（マイクロ RNA mimic）および siRNA を、Cell Line Nucleofector kit L (Lonza)
を用いてエレクトロポレーション法によりトランスフェクションした。トランスフェクションから 72
時間後の細胞増殖を、Cell Counting kit-8 (Dojindo)を用いて解析した。トランスフェクションから 24 時
間後の遊走能および浸潤能を、それぞれBoyden chamber assayとMatrigel invasion assayにより解析した。
マイクロ RNA の発現が遺伝子発現に与える影響を調べるため、マイクロ RNA mimic のトランスフェ
クションから 48 時間後に RNA を抽出し、SurePrint G3 Human GE microarray v2 (Agilent Technologies)
を用いてマイクロアレイ解析を行った。アレイデータを GeneSpring GX ver. 13 (Agilent Technologies)に
よって解析した。マイクロ RNA の標的遺伝子候補の同定には TargetScan を用いた。標的遺伝子候補で
ある PDGFRA の定量的 RT-PCR を Taqman Gene Expression Assay (Applied Biosystems)を用いて行った。 
 
結果 
１．エピジェネティックに不活化されたマイクロ RNA 遺伝子の同定 
GIST-T1 細胞を DNA メチル化酵素阻害剤 5-aza-dC およびヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 PBA で
処理することで、エピジェネティックな遺伝子転写抑制を解除し、発現上昇するマイクロ RNA 発現を
網羅的に解析した。TaqMan アレイを用いて 754 種類のマイクロ RNA 発現を解析し、薬剤処理によっ
て 50 倍以上の発現誘導を示すマイクロ上昇が RNA を抽出した。なお、X 染色体および 19 番染色体の
マイクロ RNA クラスターに含まれるマイクロ RNA は、正常細胞においてもしばしばエピジェネティ
ックな転写抑制が見られることから、今回の解析対象から除外した。予測される転写開始点近傍に CpG
アイランドが認められる 21 種類のマイクロ RNA 遺伝子を抽出した。これらの遺伝子の GIST-T1 細胞
における CpG アイランドメチル化をバイサルファイトパイロシークエンス法により解析した。その結
果、miR-335, miR-152, miR-155, miR-34a, miR-375, miR-886 の 6 遺伝子は 90％以上の高いメチル化率を
示した。miR-489, miR-615, miR-203, miR-582, miR-618, miR-9-3 の 6 遺伝子は中等度のメチル化率を示
した。なお miR-886 はごく最近、マイクロ RNA ではなく新規ノンコーディング RNA であることが明
らかにされたことから、今後の解析対象から除外した。 
以上のスクリーニングにより同定された 11 種類のマイクロ RNA 遺伝子について、GIST 臨床検体を
対象にバイサルファイトパイロシークエンス法によりメチル化解析を行った。このうち miR-335 遺伝
子が最も高度かつ高頻度なメチル化を示し、ほぼ全ての症例において 40%以上という高レベルのメチ
ル化率を示した。次いで miR-34a 遺伝子のメチル化が 123 例中 33 例に認められた。 
 
２．マイクロ RNA 遺伝子のメチル化と臨床病理学的因子の相関 
次にマイクロ RNA 遺伝子のメチル化と臨床病理学的特徴の比較検討を行った。miR-34a、miR-335
ともに年齢、性別、リスク分類、転移、腫瘍径、核分裂像との相関は認められなかった。miR-335 の
メチル化率は胃、小腸原発の GIST において食道、大腸原発の GIST に比べ低い傾向にあった。また統
計的に有意ではないものの miR-335 は低リスク群においてやや低いメチル化率を示した。 
 
３．miR-335 および miR-34a の機能解析 
miR-335 および miR-34a が腫瘍抑制的に作用するかを調べるため、これらのマイクロ RNA mimic
を GIST-T1 細胞に導入し、細胞増殖能、遊走能、浸潤能を評価した。miR-335 と miR-34a は GIST-T1
細胞の増殖を有意に抑制した。さらに miR-34a は GIST-T1 細胞の遊走能、浸潤能を抑制した。 
 
４．miR-335 および miR-34a の標的遺伝子の解析 
それぞれのマイクロ RNA が遺伝子発現に与える影響を調べるため、GIST-T1 細胞にマイクロ RNA 
mimic を導入後の遺伝子発現プロファイルをマイクロアレイ解析した。miR-34a の導入により 1933 種
類の遺伝子が 1.5 倍以上の発現低下を示した。Gene Ontology 解析の結果、これらの中には anchored 
component of membrane、epidermal cell differentiation、multicellular organismal development に関連する遺
伝子が有意に多く含まれていた。また miR-335 により 853 種類の遺伝子が 1.5 倍以上の発現低下を示
し、Gene Ontology 解析から D-aspartate transport、neuronal action potential、epidermis development に関わ
る遺伝子が有意に影響を受けるという結果が得られた。 
次に、これらのマイクロ RNA の標的遺伝子を TargetScan によって予測し、マイクロアレイ解析結果
と比較した。その結果、miR-335 の標的遺伝子候補のうち EIF5A2、MATB2、ZMPSTE24 を含む 16 遺
伝子が miR-335 mimic の導入により発現低下を示した。また miR-34a の標的候補のうち 49 遺伝子が、
miR-34a mimic の導入により発現低下を示した。中でも miR-34a 標的候補遺伝子のひとつである
PDGFRA は、GIST の発生に重要な役割を担うことが以前より知られている。PDGFRA のメッセンジ
ャーRNA は、3’-UTR に miR-34a との結合予測配列を有しており、miR-34a mimic 導入による発現抑制
が定量的 RT-PCR 法によっても確認された。さらに siRNA による PDGFRA のノックダウンが GIST-T1
細胞の増殖能を抑制した。これらの結果から、miR-34a の腫瘍抑制効果の少なくとも一部は、PDGFRA
を標的とすることで発揮されていると推測された。 
 
考察 
本研究では GIST 細胞においてエピジェネティックに転写抑制されているマイクロ RNA 遺伝子の同
定を試み、21 種類のマイクロ RNA 遺伝子を候補して同定した。そのうち 11 種類の遺伝子の CpG アイ
ランドのメチル化を細胞株において確認した。さらにその中から、miR-335 および miR-34a が GIST 臨
床検体においても高頻度にメチル化していることを明らかにした。 
miR-335 は乳癌、肺癌、膵癌、卵巣癌、神経膠芽腫などで腫瘍抑制的に働くことが報告されている。
さらに肝細胞癌では、miR-335 のホスト遺伝子である MEST および miR-335 が CpG アイランドのメチ
ル化により転写抑制されていることが報告されている。上記報告とは反対に miR-335 は胃癌や神経膠
腫、星細胞腫で癌遺伝子的に機能し、その発現が予後不良と相関することが報告されている。これら
のことから、miR-335 は臓器により異なった作用を持つ可能性が考えられる。 
本研究では miR-335 が GIST-T1 細胞の増殖能を抑制することが確認された。また miR-335 の導入に
より 16 種類の標的候補遺伝子の発現低下が認められた。そのうち EIF5A2 は、卵巣癌の癌遺伝子とし
て同定された遺伝子である。EIF5A2 はさらに肺癌、肝細胞癌、食道癌、大腸癌などで発現亢進し、悪
性度や転移と正の相関を示すことが報告されている。また MATB2 は、肝細胞癌や大腸癌の増殖を促
進することが報告されている。ZMPSTE24 は prelamin A の成熟に関与するとされ、ヒトの早老症で変
異が知られている遺伝子である。最近の研究では、AMPSTE24 が新たな癌治療標的となり得ることが
報告されている。これら複数の癌遺伝子候補を抑制しうることから、miR-335 は GIST において腫瘍抑
制的に作用するものと推測される。 
さらに本研究ではmiR-34a遺伝子もGISTにおいてメチル化により転写抑制されることを明らかにし
た。miR-34a family は p53 シグナルの下流エフェクターであり、癌細胞の細胞周期停止やアポトーシス
を誘導することが知られている。miR-34a の腫瘍抑制的な作用は大腸癌、膵癌、肝臓癌、神経膠芽腫な
ど様々な腫瘍において報告されている。GIST-T1 細胞においても miR-34a は細胞増殖、遊走能、浸潤能
を抑制した。miR-34a 遺伝子の CpG アイランドのメチル化は、大腸癌、膵癌、乳癌、卵巣癌、尿管癌、
腎癌、造血器腫瘍などで報告されている。これらの報告と同様に、GIST においても miR-34a はメチル
化により抑制され、GIST の発生に関与していることが推測される。 
GIST 細胞に miR-34a を導入することで、PDGFRA を含む 49 種類の標的候補遺伝子の発現低下が認
められた。最近の研究報告では、PDGFRA はグリオーマ細胞および胃癌細胞においても miR-34a の直
接の標的であることが実験的に確認されている。GIST-T1 細胞株での PDGFRA のノックダウンにより、
細胞増殖能がある程度抑制されたことから、miR-34a の腫瘍抑制能の少なくとも一部は PDGFRA の抑
制を介することが示唆された。 
 
結語 
GIST において miR-335 および miR-34a が DNA メチル化により転写抑制されること、そしてこれら
のマイクロ RNA は腫瘍抑制的に機能することを明らかにした。これらのマイクロ RNA が、GIST の治
療に応用しうる可能性が示された。 
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論文題名 
 
 
A screen for epigenetically silenced microRNA genes in gastrointestinal stromal 
tumors 
「消化管間質腫瘍においてエピジェネティックに不活性化されたマイクロ 
RNA 遺伝子の探索」 
 
結果の要旨 
本研究は GIST においてエピジェネティックに制御を受ける miRNAの探索を目的とした。解析の
結果 miR-34a と miR-335 の 2 種の miRNA がエピジェネティックな制御を受けていることを明ら
かにした。また、miR-34a および miR-335 いずれも、GIST においては腫瘍抑制的な機能が認め
られた。miR-34a に関してはその作用の一部を PDGFRA が担っているものと推測された。以上よ
り本論文は博士論文に値すると審査委員全員の評価を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
